Desarrollo de técnicas de extracción y análisis de antocianinas y compuestos fenólicos en Jaboticaba (Myrciaria Cauliflora) by Mera Morillo, Celia
 
DESARROLLO DE TÉCNICAS DE EXTRACCIÓN 
Y ANÁLISIS DE ANTOCIANINAS Y 




UNIVERSIDAD DE CÁDIZ 
FACULTAD DE CIENCIAS 
 
AUTOR: CELIA MERA MORILLO 
TUTORES: GERARDO FERNÁNDEZ BARBERO 
MIGUEL PALMA LOVILLO 
 
GRADO EN QUIMICA 








3.1 Características de la Jaboticaba 
3.2 Compuestos fenólicos 
3.3 Antocianinas 
3.4 Técnicas de extracción 
3.4.1 Extracción asistida por ultrasonidos 
3.4.2 Extracción mediante fluidos presurizados 
3.5  Técnicas de separación y análisis 
3.5.1 Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 
3.5.2 Cromatografía líquida de ultra eficacia (UHPLC) 
3.6 Técnicas de identificación y cuantificación de polifenoles y antocianinas 
3.6.1 Espectroscopia de absorción UV-Vis 




5. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1   Disolventes y reactivos 
5.2    Material vegetal 
5.3    Extracción asistida por ultrasonidos 
5.3.1 Equipo de extracción 
5.3.2 Procedimiento de extracción 
5.4    Extracción mediante fluidos presurizados 
5.4.1 Equipo de extracción 
5.4.2 Procedimiento de extracción 
5.5   Espectroscopia UV-Vis 
5.5.1 Equipo UV-Vis 
5.5.2 Procedimiento de Folin-Ciocalteu 
5.6   UHPLC-Q-ToF-MS 
5.7   HPLC-UV-Vis 
5.8   Diseño de experimento de tipo Box-Behnken 
6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
6.1   Extracción asistida por ultrasonidos 
6.1.1 Optimización mediante diseño de experimento Box-
Behnken 
6.1.2 Condiciones óptimas de extracción para compuestos 
fenólicos 
6.1.2.1 Tiempo de extracción 
6.1.2.2 Repetitividad y reproducibilidad del método 
6.1.3 Condiciones óptimas de extracción para antocianinas 
6.1.3.1 Tiempo de extracción 
6.1.3.2 Repetitividad y reproducibilidad del método 
6.2 Extracción mediante fluidos presurizados 
6.2.1 Optimización mediante diseño de experimento Box-
Behnken 
6.2.2 Condiciones óptimas de extracción para compuestos 
fenólicos 
6.2.2.1 Tiempo de extracción 
6.2.2.2 Repetitividad y reproducibilidad del método 
6.2.3 Condiciones óptimas de extracción para antocianinas 
6.2.3.1 Tiempo de extracción 















La jaboticaba es el fruto del árbol jaboticabo (Myrciaria cauliflora), que habita en gran parte del 
territorio de Brasil y Paraguay. Dicho fruto es conocido por sus características organolépticas y por sus 
valores nutricionales. La Jaboticaba presenta una cantidad considerable de compuestos de alto interés 
biológicos como son compuestos antioxidantes y compuestos anti-cancerígenos entre los que destacan 
compuestos fenólicos y antocianinas. 
 
La jaboticaba ha despertado en los últimos años el interés de muchos autores, realizando estudios 
basados en la determinación y cuantificación de los compuestos con interés biológicos que presenta, 
además de sus propiedades beneficiosas para la salud. Por el contrario, se han realizado pocos estudios 
sobre la optimización en la extracción de estos compuestos. Debido al creciente consumo de este fruto, 
tanto en modo natural, como en alimentos elaborados a partir de la jaboticaba, se hace necesario 
disponer de técnicas analíticas de extracción rápidas y cuantitativas para su determinación, para el 
control de la calidad de sus productos, así como para el control de fraudes. 
 
En este trabajo se han desarrollado dos técnicas de extracción enfocadas al análisis de compuestos 
fenólicos totales y antocianinas presentes en la Jaboticaba. Las técnicas estudiadas han sido la 
extracción asistida por ultrasonidos (UAE) y la extracción mediante fluidos presurizados (PLE). 
Dichas extracciones se han realizado sobre una muestra de jaboticaba triturada. 
 
Para realizar el desarrollo de las técnicas de extracción se ha utilizado un diseño de experimento tipo 
Box- Behnken empleando 6 variables independientes en ambas técnicas y como variable respuesta se 
emplearon la concentración de antocianinas totales por un lado y la concentración de compuestos 
fenólicos totales por otro. Tras la obtención de las condiciones óptimas de cada método, se realizaron 
estudios del tiempo óptimo de extracción  además del estudio de la repetitividad y reproducibilidad de 
cada método. 
 
La identificación de las antocianinas presentes en la jaboticaba se ha llevado a cabo mediante el 
empleo de la cromatografía líquida de ultra eficacia acoplado a un espectrómetro de masas tipo 
cuadrupolo de tiempo de vuelo (UHPLC-Q-ToF-MS). El análisis de las antocianinas identificadas se 
realizó mediante cromatografía líquida de ultra eficacia acoplada a un detector de UV-Vis (UHPLC-
UV-Vis) con detección a 520 nm. Las antocianinas identificadas y analizadas fueron: cianidina-3-O-
glucósido y delfinidina-3-O-glucósido. Los compuestos fenólicos se determinaron mediante el 
procedimiento de Folin-Ciocalteu. 
 




En la extracción asistida por ultrasonidos, como variables independientes se emplearon: porcentaje de 
metanol en el disolvente de extracción, pH del disolvente, temperatura de extracción, relación masa de 
muestra : volumen de disolvente, amplitud de ultrasonidos y ciclo de extracción. Tras la obtención de 
las condiciones óptimas, se obtuvo que el parámetro más influyente de extracción tanto para 
compuestos fenólicos totales como antocianinas totales era el porcentaje de metanol. El tiempo óptimo 
de extracción para ambos métodos en las condiciones óptimas fue de 10 minutos. Los métodos 
presentaron una alta repetitividad y reproducibilidad (DER < 5%). 
 
En el empleo de la técnica de extracción mediante fluidos presurizados se procedió, de idéntica 
manera, empleando como variables independientes el porcentaje de metanol en el disolvente de 
extracción, pH del disolvente, temperatura de extracción, presión de extracción, volumen de lavado y 
tiempo de purga. Las variables que más influyen en la extracción de estos compuestos son el pH y 
porcentaje de metanol en el disolvente de extracción. El tiempo óptimo de extracción para ambos 
métodos en las condiciones óptimas fue de 10 minutos. Los métodos presentaron una alta repetitividad 
y reproducibilidad (DER < 5%). 
 
Tras la optimización de ambas técnicas de extracción, éstas se aplicaron a dos muestras  reales de 
jaboticaba (una pulpa y una mermelada de jaboticaba). Tras los resultados obtenidos en ambas 
matrices se determinó que la extracción mediante fluidos presurizados es más eficiente que la 




Jabuticaba is the fruit from jabuticabo tree (Myrciaria Cauliflora) which lives in gran part of the 
territory of Brazil and Paraguay. This fruit is known because of its nutritional properties and 
organoleptics characteristics. The jabuticaba also presents a great number of compounds with a great 
biological interest such as anthocyanins and phenolic compounds which are antioxidants and anti-
carcinogenic compounds. 
 
In the last years, the jabuticaba has awakened the interest of many authors. In the literature, there are 
many studies focused on the identification and quantification of biological compounds from jabuticaba 
apart from on its beneficial properties. However, there are only a few studies about the extraction 
methods of these compounds. Due to people's increased consumption of this fruit, in a natural or 
processed form, it is necessary to develop fast and quantitative extraction techniques in order to 
identify these compounds, improve their quality and avoid food frauds. 
 




In the present study, four extraction techniques were developed, for anthocyanins and phenolic 
compounds in jabuticaba with Ultrasound Assisted Extraction (UAE) and Pressurized Liquid 
Extraction (PLE). These extractions techniques have been employed in a crushed jabuticaba pulp. An 
experimental design of response surface methodology (Box-Behnken) has been carried out. This 
experimental design employed six independent variables for both techniques and used as response 
variable the total anthocyanins concentration and the total phenolic compounds concentration. Once 
the optimal conditions for each extraction method were obtained, a study of the optimum extraction 
time, the repeatability and reproducibility of the method was performed. 
 
The identification of the anthocyanins in jabuticaba was carried out by using Ultra High Performance 
Liquid Chromatography (UHPLC) coupled to quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (Q-ToF-
MS). The anthocyanins were analyzed by using Ultra High Performance Liquid Chromatography with 
UV-Vis detection at 520 nm (UHPLC-UV-Vis). The identified anthocyanins were cyanidin-3-O-
glucoside and delphinidin-3-O-glucoside. The phenolic compounds were determined using the Folin-
Ciocalteu method. 
 
In the ultrasound assisted extraction method, temperature, ultrasound amplitude and cycle, pH of the 
solvent, percentage of methanol in the extraction solvent and the mass-solvent volume ratio were 
employed as independent variables. Once the optimal extraction conditions were obtained, a study of 
the optimum extraction time, the repeatability and reproducibility of the method was also done. The 
most influential parameter in the extraction of both total phenolic compounds and total anthocyanins 
was the percentage of methanol in the extraction solvent. The optimum extraction time in both 
methods when using the optimal conditions, was 10 minutes. These two methods have presented a 
high repeatability and reproducibility for total phenolics and total anthocyanins (DER < 5%). 
 
The variables studied in the development of the method by Pressurized Liquid Extraction technique 
were temperature, pressure, volume of cell wash, the purge time, the pH of the solvent and the 
percentage of methanol in the extraction solvent. After obtaining the optimal extraction conditions, it 
was observed that the most influential extraction parameter in both, total phenolic compounds and 
total anthocyanins, were the percentage of methanol in the extraction solvent and the pH of the 
solvent. The optimum extraction time in both methods was also 10 minutes. These two methods have 
presented a high repeatability and reproducibility for total phenolic compounds and for total 
anthocyanins as well (DER < 5%). 
 
Once the four methods were developed, the applicability of these methods in real samples (jabuticaba 
pulp and jam) was tested. It was observed that Pressurized Liquid Extraction is the most effective 
technique for extracting anthocyanins and total phenolic compounds. 






3.1. Características de la jaboticaba 
 
La jaboticaba es una fruta producida por el árbol jaboticabo (Myrciaria cauliflora). Este árbol es 
nativo de Brasil y está ampliamente extendido por gran parte del territorio de Brasil y Paraguay, 
aunque puede también encontrarse aunque en menor proporción en zonas del norte de Argentina o 
Bolivia. El jaboticabo es un árbol de aspecto tortuoso, con muy pocas ramas, de corteza gruesa y un 
poco espinosa. Crece de forma natural en zonas sombrías a los pies de otras especies. 
 
Sus frutos producen la impresión de estar pegados al tallo y se concentran en el tronco principal y las 
ramas gruesas de este árbol. Son verdes al nacer, pasando a una tonalidad morada y finalmente 
tornándose a un color prácticamente negro al madurar. Esta fruta presenta gran similitud con la uva 
tanto en forma como textura. El fruto tiene una forma redonda, de un diámetro comprendido entre 1.5 
y 3.0 cm, con una piel de color negro-rojizo y con una pulpa blanquezina que es a la vez dulce y 
amarga y muy sabrosa. Generalmente contiene una semilla pero puede contener hasta 4 semillas en su 
interior. 
 
El fruto se puede consumir de varias formas, ya sea fresco o procesado en mermelada, zumo, licor, 
helados o dulces. Este fruto es muy empleado en los países de producción debido a sus agradables 
características sensoriales que hacen a la jaboticaba muy adecuada como un producto comercial. El 
interés por este fruto está creciendo de forma exponencial en el ámbito económico y alimentario en 
Brasil, habiendo atraído el interés de la industria agroalimentaria. Este aumento de interés se debe a 
una gran aceptación por parte de los consumidores debido a su agradable sabor y a su gran cantidad de 
propiedades beneficiosas para la salud que presenta debido a la alta cantidad de compuestos de interés 
biológico que posee, destacando los compuestos fenólicos y las antocianinas. Estos compuestos hacen 
que estos frutos tengan acción en el tratamiento o la prevención de enfermedades como la enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica, diabetes, cáncer, enfermedades cardiovasculares, accidentes 
cerebrovasculares, diarreas, etc.1 
 
La jaboticaba además de los nutrientes esenciales, contiene cantidades considerables de 
micronutrientes, como minerales, fibras, vitaminas y compuestos fenólicos.2 Estudios recientes han 
demostrado que la adición del 1-2% de liofilizado de jaboticaba a una dieta normal mejora el estado 








3.2. Compuestos fenólicos 
 
Los compuestos fenólicos son un grupo de sustancias de naturaleza química variada que se encuentran 
presentes de un modo significativo en los alimentos de origen vegetal y que presentan una gran 
capacidad para captar radicales tóxicos debido a la presencia de grupos hidroxilo unidos a anillos 
aromáticos.4 En los alimentos de origen vegetal, los compuestos fenólicos tienen un importante efecto 
en la calidad de éstos, ya que se encuentran directamente relacionados con las características 
sensoriales de estos alimentos, tales como el aroma, la astringencia y el color.5 Desde el punto de vista 
de su estructura básica, los compuestos fenólicos se pueden clasificar en flavonoides y no 
flavonoides.6 Los tipos flavonoides presentan un bajo peso molecular y se caracterizan por compartir 





Entre las familias de compuestos pertenecientes a este grupo destacan los antocianos, flavonoles, 
flaván-3-oles, procianidinas, flavonas, flavanonas e isoflavonas, estando muchos de estos compuestos 
implicados en el color y sabor de muchos vegetales.  
 
Con respecto a los compuestos fenólicos no flavonoides se incluyen los ácidos hidroxicinámicos, los 
ácidos hidroxibenzoicos, los taninos hidrolizables y los estilbenos, que están presentes en numerosas 
frutas y verduras. 
 
Existen numerosos estudios que demuestran que la presencia de compuestos fenólicos en la dieta es 
beneficiosa para la salud debido a su capacidad anticarcinógena y antimutágena, lo que se debe 
fundamentalmente a sus propiedades antioxidantes.7,8 
 
En la jaboticaba se han descrito un gran número de compuestos fenólicos entre los que destacan el 
ácido gálico, ácido ascórbico, 4,6-dihidroxifenil acetato, isoquercitrina, siringina, quercimeritrina, 
quercetina, y varios derivados del ácido elágico, entre otros. 
 
 
Figura 1. Estructura del anillo flavano 






Los antocianos son un tipo de pigmento funcional responsable de una amplia gama de colores (rojo, 
púrpura o azul) presentes en verduras, flores, hojas y frutos. Se sabe que los antocianos actúan como 
antioxidantes fuertes,9 presentando propiedades anti-inflamatorias,10 actividades anti-mutagénicas y 
quimiopreventivas contra el cáncer,11 etc. Generalmente en la naturaleza los antocianos están presentes 
en forma de antocianinas, es decir, como glucósidos de las antocianidinas, las cuales están constituidas 
por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azúcar por medio de un 
enlace glucosídico. Sus funciones en las plantas son múltiples, desde la de protección de la radiación 
ultravioleta hasta la de atracción de insectos polinizadores. 
 
Esta familia de compuestos pertenece a los compuestos fenólicos, clasificados dentro de los 
flavonoides, pero sus características tan diferenciadas con el resto de estos compuestos hacen que sean 
estudiadas como un grupo independiente.12 Existe una gran variedad de antocianidinas en la 
naturaleza, pero solo 6 son las más comunes: cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, malvidina y 
pelargonidina.13 Las antocianinas son particularmente inestables, siendo especialmente sensibles a la 
luz, pH alcalino, y el calor. Para evitar la degradación durante la extracción de antocianos, las 
condiciones de extracción, generalmente más empleadas son: temperatura moderada y breve tiempo de 
extracción, obteniéndose unos resultados de extracción prácticamente cuantitativos.14 
 
En la jaboticaba se han descrito las siguientes antocianinas: cianidina-3-O-glucósido; delfinidina-3-O-
glucósido; peonidina-3-O-glucósido.11 
 
3.4. Técnicas de extracción 
 
Recientemente el estudio de la composición de la jaboticaba ha cobrado una relevante importancia 
debido a la creciente demanda de esta fruta por los consumidores y por la industria agroalimentaria y 
farmacéutica, a causa de su gran cantidad y variedad de compuestos beneficiosos que presenta. En los 
últimos años se han desarrollado distintas técnicas de extracción, como la extracción mediante fluidos 
supercríticos, la extracción asistida por ultrasonidos, la extracción mediante fluidos presurizados o la 
extracción asistida por microondas para acelerar el proceso de extracción de compuestos de interés 
biológico en matrices vegetales, tanto con fines analíticos como con fines industriales.15 Las técnicas 
clásicas de extracción de compuestos de interés en matrices vegetales con disolventes se basan en la 
correcta selección del disolvente acoplado al uso de temperatura y/o de agitación. 
 




Previo a la extracción es preciso un proceso de triturado de la muestra con el objetivo de conseguir la 
máxima homogeneización de la muestra y elevar la superficie de contacto con el disolvente de 
extracción.  
 
La extracción propiamente dicha envuelve la separación de los compuestos de interés, que se desean 
cuantificar, analizar, o bien purificar, separándolos de aquellos presentes en la matriz de la muestra 
que no resulten de interés, a partir de la utilización de un disolvente seleccionado y de un 
proceso de extracción adecuado. En cada extracción se obtiene un complejo sistema de 
sustancias activas que puede contener sustancias lastres de diferente procedencia, lo que hace 
necesario optimizar las condiciones para maximizar la extracción de los compuestos de 
interés y minimizar los restantes. A continuación se detallaran las técnicas utilizadas en este 
estudio. 
 
3.4.1. Extracción asistida por ultrasonidos (UAE) 
 
Los ultrasonidos son ondas de presión que se transmiten por el material con el que están en contacto, 
provocando su contracción y posterior expansión, en consecuencia, transmisión de la energía por el 
material. La extracción asistida por ultrasonidos es una de las técnicas más versátiles por su 
simplicidad, bajo coste y por su amplio campo de aplicabilidad. En el caso de la jaboticaba se emplean 
disolventes líquidos y una matriz sólida (jaboticaba). Las ventajas de la optimización de un 
procedimiento de extracción mediante el empleo de ultrasonidos son el aumento del rendimiento de 
extracción, con una cinética más rápida, lo que conlleva menores tiempos de extracción y menor 
consumo de disolvente que las técnicas convencionales. En resumen esta técnica conlleva un ahorro 
económico, tanto de disolvente, cantidad de muestra y de tiempo.16 
 
La aplicación de los ultrasonidos en un medio líquido provoca el fenómeno de la cavitación. Este es un 
proceso que ocurre en dos etapas: en una primera, se produce una descomprensión del líquido dejando 
numerosos huecos. En la segunda, esta descompresión produce un gran aumento de presión que hace 
que vuelva al estado inicial (liquido) liberando energía, que de nuevo permite que se vuelva a producir 
una descomprensión y así cerrar el ciclo. Por tanto, la extracción se ve favorecida y acelerada gracias a 
esta energía liberada. La extracción de los compuestos orgánicos que contiene la matriz vegetal como 
es el caso de la jaboticaba, se ve significativamente mejorada con el uso de ultrasonidos. El efecto 
mecánico que los ultrasonidos proporcionan, permite una mayor penetración del disolvente en el 
material intracelular y mejoran la transferencia de masa, teniendo la ventaja añadida que resulta de la 
ruptura de las paredes de las células facilitando la liberación de los analitos contenidas en ellas, 
mejorando de esta manera la extracción.17 





El uso de esta técnica de extracción está muy extendido para la extracción de antocianinas y 
compuestos fenólicos en un gran número de  matrices vegetales, como la zarzamora,18 arrayán,19 
naranja16, mango,20 remolacha,21 etc. 
 
 
3.4.2. Extracción mediante fluidos presurizados (PLE) 
 
La técnica de extracción mediante fluidos presurizados consiste en la extracción de la muestra 
empleando el fluido a temperaturas por encima de su punto de ebullición y utilizando presiones muy 
altas para mantenerlo en estado líquido, sin alcanzar el estado crítico. Esta técnica permite obtener 
extracciones cuantitativas. Es una técnica muy atractiva por utilizar tiempos cortos (aproximadamente 
de 15 minutos de extracción), usa volúmenes mínimos de disolvente, no necesita filtración tras la 
extracción y la instrumentación permite operar automáticamente. Entre sus inconvenientes destacan la 
necesidad de comprobar la estabilidad de los analitos a altas temperaturas y presiones, además del 
elevado coste del equipo.22 
 
Hay varias razones por las que el uso de disolventes líquidos a elevadas temperaturas y presiones suele 
proporcionar un mejor rendimiento que las extracciones a temperaturas próximas a la ambiental y a 
presión atmosférica: 
 
 Los efectos de solubilidad: El uso de altas temperaturas incrementa la capacidad del disolvente 
de solubilizar analitos. 
 Transferencia de masas: Como resultado del incremento de la temperatura de extracción se 
consiguen velocidades de difusión más rápidas. 
 Interrupción del equilibrio de superficie: El uso de altas temperaturas puede interrumpir las 
fuertes interacciones soluto-matriz causadas por fuerzas de Van der Waals, enlaces por puente de 
hidrógeno y atracciones dipolares de las moléculas del soluto y los sitios activos de la matriz.23 
 
Esta técnica se ha empleado ampliamente en la extracción de antocianinas y compuestos fenólicos en 











3.5. Técnicas de separación y análisis 
 
Una vez se hayan obtenido los extractos, el siguiente paso es llevar a cabo el análisis de los mismos. 
Para ello se necesita de técnicas analíticas de separación, identificación, cuantificación y análisis de 
los compuestos de interés biológicos presentes en los extractos obtenidos. Observando en la 
bibliografía, se comprueba que las técnicas analíticas más ampliamente empleadas para el análisis de 
compuestos fenólicos y antocianinas en extractos de plantas son tanto las técnicas espectroscópicas 
como la técnica de cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC).27, 28 
 
 
3.5.1. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 
 
La HPLC es una técnica cromatográfica en columna cuya fase móvil es un líquido. Es la técnica de 
separación más ampliamente utilizada por su sensibilidad, fácil adaptación a las determinaciones 
cuantitativas exactas, separación de especies no volátiles y su gran aplicabilidad.29 Su campo de 
aplicación abarca incluso a compuestos termosensibles, masas moleculares elevadas y compuestos de 
elevada polaridad. Su éxito se debe a las interacciones analito/fase móvil/fase estacionaria. Una 
desventaja que presenta es la necesidad de realizar varios experimentos para encontrar las condiciones 
óptimas de separación de la mezcla a separar, pero este pequeño inconveniente se satisface en casi 
todas las ocasiones por el apoyo de la bibliografía. 
 
El funcionamiento de esta técnica se basa en la separación de los componentes de una mezcla en 
función de las interacciones químicas/físicas con la fase estacionaria de la columna. La fase móvil se 
desplaza por la columna a través de la fase estacionaria, los componentes se retienen y/o avanzan en 
función de las interacciones de dichas fases. Se distinguen distintos tipos en función de la columna, la 
polaridad del disolvente, de la fase estacionaria, ect. 
 
Esta técnica es una de las más utilizadas por numerosos autores.30,31 Como era de esperar, la HPLC ha 
sido empleada para el análisis de compuestos fenólicos y antocianinas en jaboticaba empleando 
distintos sistemas de detección como HPLC-DAD32,33 y HPLC-Fluorescencia, como en otros vegetales 











3.5.2. Cromatografía líquida de ultra eficacia (UHPLC) 
 
La UHPLC, por sus siglas en inglés, es una nueva categoría de separación que aprovecha principios 
bien establecidos de cromatografía líquida usando partículas porosas de tamaño inferior a los 2 µm. 
Estas partículas funcionan a velocidades lineales elevadas de fase móvil para producir separaciones 
rápidas con sensibilidad y resolución mayores. Debido a esto la UHPLC permite reducir notablemente 
los tiempos de análisis, a la par que satisface los criterios de aceptación del ensayo basándose en el 
número de platos, la resolución y la retención del analito.24 
 
Esta técnica se ha empleado recientemente en el análisis de antocianinas y compuestos fenólicos en un 
gran número de vegetales como lechugas,38 frutas buriti,39 moras,24 arándanos,23 etc. 
 
 
3.6. Técnicas de identificación y cuantificación de polifenoles y antocianinas 
 
3.6.1. Espectroscopia de absorción UV-Vis 
 
La espectroscopia de absorción UV-Vis es una técnica espectroscópica que utiliza la radiación del 
espectro electromagnético cuya longitud de onda está comprendida entre los 100 y los 800 nm (rango 
visible y zona próxima del ultravioleta a éste). Su efecto sobre la cuantificación de polifenoles totales 
es producir transiciones electrónicas entre los orbitales atómicos y/o moleculares de la sustancia. Los 
máximos de absorción se deben a la presencia de cromóforos en la molécula.  
 
Una de las aplicaciones más utilizadas de esta técnica es la determinación de la cantidad total de 
compuestos fenólicos presentes en un extracto o en una muestra determinada. Los compuestos 
fenólicos totales se determinarán utilizando el método de Folin-Ciocalteu40 que consiste en la adición 
del reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de ácido fosfotúngstico y fosfomolíbdico) dando lugar a un 
complejo de coloración azul que se mide en UV-Vis, generalmente a una longitud de onda de 750 nm. 
Dicha coloración se relaciona con la concentración de compuestos fenólicos a través de una recta de 
calibrado elaborada previamente. Esta técnica ha sido empleada para la cuantificación de compuestos 











3.6.2. Espectrometría de masas (HPLC-MS; UHPLC-MS) 
 
La espectrometría de masas es un método de identificación y análisis que se basa en la determinación 
de las masas de los compuestos a analizar, lo que permite obtener información sobre su naturaleza, 
composición y estructura.  
 
Esta técnica está basada en que los compuestos a analizar se ionizan, de forma que las especies 
portadoras de carga eléctrica son sometidas a un campo eléctrico / magnético que interferirá en sus 
trayectorias en una cámara sometida al vacío. El estudio de estas trayectorias permite determinar la 
relación masa-carga de estos iones, así como su naturaleza, aportando información sobre la 
determinación de un gran número de analitos de interés. Una desventaja de este método de análisis es 
que la espectrometría de masas es una técnica destructiva, por lo que en un sistema cromatográfico 
debe usarse en último lugar. 
 
En la actualidad, ésta es una de las herramientas más utilizadas acoplada a equipos de cromatografía 
líquida de alta resolución en la identificación de compuestos fenólicos y antocianinas en un gran 
número de matrices como demuestran un gran número de publicaciones que analizan estos 


























La jaboticaba es un fruto con un alto potencial para aplicaciones industriales debido a su alto 
contenido en compuestos fenólicos y en antocianinas, unido a sus magníficas características 
organolépticas. Productos derivados de la jaboticaba como la jalea, pulpas, zumos, mermeladas, 
helados, harina de cáscara, fermentados y su licor, están ganando mucha importancia económica en 
muchas partes del mundo en los últimos años.49 Este potencial, al igual que en otras frutas, no se debe 
solo a sus propiedades sensoriales o a las preferencias  personales, sino por ser consideradas como una 
importante fuente de nutrientes y compuestos bioactivos.  
 
El hecho de que su consumo y aplicaciones se estén extendiendo de una manera tan rápida, hace 
necesario que se desarrollen y optimicen técnicas de extracción y análisis de los compuestos de interés 
biológico en el fruto de la jaboticaba así como en alimentos elaborados a partir de ésta. Estos 
desarrollos responden a la necesidad de controlar las materias primas así como sus productos 
intermedios y productos acabados o procesados, disponiendo para ello de técnicas de extracción y 
análisis que minimicen los costes (tiempo de extracción y análisis, volumen de disolvente, cantidad de 
muestra, etc.). Todo ello hará más eficiente el control de calidad del proceso de producción, desde el 
control de la materia prima hasta el producto final, lo que conllevará a una mayor calidad del producto 
que llega al consumidor, así como al ahorro global del coste de producción. 
 
Por todo lo expuesto anteriormente se plantea en este trabajo los siguientes objetivos individuales: 
 
 Optimización de un método de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales en 
jaboticaba mediante el empleo de la extracción asistida por ultrasonidos. 
 
 Optimización de un método de extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales en 
jaboticaba mediante el empleo de la extracción mediante fluidos presurizados. 
 
 Desarrollo de un método cromatográfico empleando la UHPLC-UV-Vis para la separación y 
cuantificación de las antocianinas de la jaboticaba. 
 
 Aplicación de las técnicas desarrolladas al análisis de antocianinas y compuestos fenólicos en 









5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1. Disolventes y reactivos 
 
Los disolventes empleados para las extracciones han sido agua y metanol (con pH modificado). El 
agua empleada ha sido de calidad Milli Q obtenida de un sistema de bi-destilación de agua Millipore 
(Bedford, MA, USA). El metanol (Fisher Scientific, Loughborough, UK) empleado ha sido de grado 
HPLC. La modificación del pH del metanol ha sido realizada con disoluciones 1M de ácido 
clorhídrico (Panreac, Barcelona, España) e hidróxido sódico (Panreac, Barcelona, España), ambos de 
grado “Para Análisis”. 
Los disolventes empleados en las separaciones cromatográficas han sido agua Milli Q, metanol (Fisher 
Scientific, Loughborough, UK) y ácido fórmico (Scharlau, Barcelona, España) siendo estos últimos de 
grado HPLC.  
Para la medición de los fenólicos totales se ha empleado agua destilada, reactivo de Folin-Ciocalteu 
(EMD Millipore, Darmstadt, Alemania), carbonato de sodio anhidro (Panreac, Barcelona, España) y 
como patrón ácido gálico (Sigma–Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA). El estándar de 
antocianos empleados ha sido el cloruro de pelargonidina (Sigma–Aldrich Chemical Co., St. Louis, 
MO, USA). 
 
5.2. Material vegetal 
 
El material vegetal empleado en este trabajo ha consistido en frutos frescos de jaboticaba (Myrciaria 
cauliflora) triturados. Las jaboticabas frescas han sido compradas en un supermercado de Sao Paulo. 
A las jaboticabas, aun frescas, se les quitaron las semillas interiores (1, 2, 3 e incluso 4 semillas) 
siendo la piel y pulpa de las mismas trituradas con una batidora convencional hasta conseguir una 




5.3. Extracción asistida por ultrasonidos 
 
5.3.1. Equipo de extracción 
 
Las extracciones llevadas a cabo mediante ultrasonidos (UAE) tuvieron lugar con una sonda UP 200 S 
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agua está a la temperatura indicada para cada extracción (controlada con un termómetro). La 
temperatura se programa en el controlador de temperatura del baño termostático. Hay que tener en 
cuenta de que la sonda de extracción no toque la base del “falcon”. Tras esto, se procede a la 
extracción en las condiciones indicadas en cada caso, durante el tiempo que se haya estimado. 
 
Una vez finalizada la extracción, si se hubiese realizado a altas temperaturas, se procede al 
atemperamiento de la muestra. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, se filtra el extracto 
mediante papel de filtro (filtro cónico). En cada caso, el “falcon” se lava con 5 mL del mismo 
disolvente con el que se haya realizado la extracción. El extracto filtrado se recoge un matraz aforado 
de 25 mL que se enrasa con el mismo disolvente empleado anteriormente. 
 
Una vez enrasado el extracto a 25 mL y habiendo sido homogeneizada, se toma una pequeña porción 
con una jeringuilla de plástico y se filtra con un filtro de nylon de 0.22 µm (MS Nylon Syringe, 
Membrane Solutions, Dallas, EE. UU.), obteniéndose el filtrado en un vial de HPLC perfectamente 
etiquetado, el cual será pinchado mediante UHPLC-UV-Vis. 
 
El resto del extracto se almacena a -20 ºC para su posterior análisis de compuestos fenólicos totales 
mediante el método de Folin-Ciocalteu. 
 
 
5.4. Extracción mediante fluidos presurizados PLE 
 
5.4.1. Equipo de extracción 
 
Para las extracciones mediante fluidos presurizados se ha empleado un sistema de extracción ASE 200 
(“Accelerated Solvent Extractor”, Dionex, Sunnyvale, California, EEUU). Este equipo consta de 
varios componentes: 
 
 Un panel de control para indicar las condiciones de extracción y el funcionamiento del equipo, 
a través de software que permite seleccionar las distintas variables. 
 Dos carruseles giratorios, uno de ellos para la colocación de las cámaras de extracción (11 mL 
de capacidad, acero inoxidable de alta resistencia), y el otro para la colocación de los viales 
recolectores de los extractos, así como un vial recolector de residuos. 
 Un compartimento, donde se encuentran los indicadores de presión de disolvente, 
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Una vez la cámara esté preparada, se procede a la extracción. Para ello, la cámara se coloca en el 
carrusel giratorio superior (teniendo cuidado de que el filtro quede en la parte inferior). Se selecciona 
en el panel de control del equipo las condiciones con las que se va a llevar a cabo la extracción y se 
inicia la extracción. El equipo realiza a partir de aquí la extracción de forma automática, siguiendo los 
siguientes pasos: 
 
 Llenado de la cámara de extracción con el disolvente de extracción, hasta alcanzar la presión 
deseada. 
 Transcurre un tiempo de precalentamiento de la cámara que es más o menos largo en función de la 
temperatura a la que se vaya a realizar la extracción. 
 Transcurre un tiempo de extracción, el cual habrá sido predeterminado previamente en el que se 
produce la extracción a la temperatura y presión programada. 
 Tras realizarse la extracción se procede al lavado de la cámara. La válvula inferior, hasta este 
momento cerrada, se abre, y pasa un volumen de disolvente de extracción en función del volumen 
de la cámara según se haya programado. El extracto se recoge en un vial situado en el carrusel 
inferior. 
 Pasa N2 gas que arrastra el disolvente de lavado que haya podido quedar en la cámara de 
extracción. El líquido que arrastra el N2 se recoge en el mismo vial situado en el carrusel inferior. 
 
Una vez recogido el extracto, éste se vierte en un matraz aforado de 25 mL y se enjuaga el vial con 5 
mL del disolvente utilizado en la extracción. Una vez enrasado el extracto a 25 mL y habiendo sido 
homogeneizada, se toma una pequeña porción con una jeringuilla de plástico y se filtra con un filtro de 
nylon de 0.22 µm (MS Nylon Syringe, Membrane Solutions, Dallas, EE. UU.), obteniéndose el 
filtrado en un vial de HPLC perfectamente etiquetado, el cual será pinchado mediante UHPLC-UV-
Vis. 
 
El resto del extracto se almacena a -20 ºC para su posterior análisis de compuestos fenólicos totales 
mediante el método de Folin-Ciocalteu. 
 
5.5. Espectroscopia UV-Vis 
 
5.5.1. Equipo UV-Vis 
 
Para la cuantificación de los compuestos fenólicos totales se ha empleado un espectrofotómetro Jasco 
V-530 (JASCO Corporation, Tokyo, Japón). Este equipo dispone de una fuente de luz halógena de 
tungsteno y deuterio y un fotodetector de doble haz. Presenta un ancho de banda de 2 nm, y su rango 
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separación cromatográfica es de fase reversa tipo C-18 (Acquity UPLC BEH C18, Waters; 2.1 mm x 




Figura 6. Espectrómetro de masas UHPLC-Q-ToF-MS empleado. 
 
Los disolventes empleados como fase móvil han sido: Agua acidificada (2% de ácido fórmico) como 
disolvente A y metanol como disolvente B. La velocidad de flujo empleada ha sido de 0.4 mL/min. El 
gradiente utilizado se recoge en la Tabla 1.   
 










Tabla 1. Gradiente empleado para la identificación de antocianinas mediante UHPLC-Q-ToF-MS. 
 
El tiempo total de análisis para la identificación de antocianos fue de 12 minutos, incluyendo 4 
minutos de pre-equilibrado de la columna. 
 




Para la medición de las antocianinas presentes en los extractos de jaboticaba se ha empleado un modo 
de ionización positiva por electroespray. Los parámetros de ionización empleados en el método han 
sido los siguientes: 
 
 Flujo de gas de solvatación: 700 L/h 
 Temperatura de solvatación: 500 ºC 
 Flujo de gas del cono: 10 L/h 
 Temperatura de la fuente: 150 ºC 
 Tensión del capilar: 700 V 
 Voltaje del cono: 30 V 
 Energía de colisión: 2 eV 
 Modo de barrido (m/z): 100-1200 u.m.a. 
 
Las antocianinas identificadas en la jaboticaba han sido: cianidina-3-O-glucósido y delfinidina-3-O-
glucósido (Anexo I). Las m/z (M+) obtenidas para estas dos antocianinas presentes en la jaboticaba 
han sido 449 y 465 respectivamente. 
 
 
5.7. Cuantificación de antocianinas mediante UHPLC-UV-Vis. 
 
La cuantificación de las antocianinas presentes en los extractos de jaboticaba se ha realizado mediante 
el empleo de la cromatografía líquida de ultra eficacia con detección ultravioleta-visible (UHPLC-UV-
Vis). El equipo empleado (Figura 7) ha sido un cromatógrafo de líquidos Elite HPLC LaChrom Ultra 
System (VWR Hitachi, Tokyo, Japón), compuesto por los siguientes componentes: 
 
 Automuestrador L-2200U 
 Horno de columna L-2300 
 2 bombas L-2160 
 Detector UV-Vis L-2420U 
 Columna Halo TMC18 Hitachi LaChrom (100 x 3 mm, tamaño de partícula 2.7 µm) 
 
Las antocianinas han sido cuantificadas a una longitud de onda de 520 nm. La temperatura del horno 
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Compuesto Recta de calibrado R2 LOD LOQ 
Cloruro de pelargonidina 300568.88x – 28462.43 0.9999 0.198 0.662 
Cianidina-3-O-glucósido 181419.52x – 28462.43 0.9999 0.291 0.970 
Delfinidina-3-O-glucósido 175182.22x – 28462.43 0.9999 0.301 1.004 
 
Tabla 3. Rectas de calibrado correspondiente a las antocianinas presentes en la jaboticaba y sus 
parámetros. 
 
El cromatograma característico para la separación de las antocianinas presentes en la jaboticaba 
empleando la cromatografía líquida de ultra resolución con detección UV-Vis a 520 nm en el equipo 
utilizado se recoge en la Figura 8. 
 
 
Figura 8. Cromatograma característico para las antocianinas en la jaboticaba. 1- Delfinidina-3-O-
glucósido; 2- Cianidina-3-O-glucósido. 
 
A la vista de la figura 8 se observa que se produce una correcta separación de las dos antocianinas 
mayoritarias presentes en la jaboticaba, en un tiempo muy pequeño, inferior a dos minutos (1.24 









5.8.1 Diseño de experimentos Box-Behnken (BBD) 
 
Un diseño de experimento es una metodología matemática y estadística que permite una planificación 
de la secuencias de experimentos a realizar de forma óptima, minimizándose tanto el coste de la 
experimentación como la influencia del error experimental.50 
 
El diseño de experimentos de Box-Behnken (BBD) es un tipo de diseño de superficie de respuesta 
dónde cada variable independiente recibe uno de los tres posibles valores tomados. Dichos valores son 
codificados como -1, 0 y 1. Este modelo presenta una gran ventaja ya que evita la realización de 
experimentos en condiciones extremas. 
 
Dicho diseño debe adaptarse a un modelo cuadrático y debe existir un número de puntos 
experimentales razonables en comparación con el número de variables. La varianza de estimación 
debe depender sólo de la distancia desde el centro y no debe variar demasiado en el interior del cubo 
más pequeño que contiene los puntos experimentales. 
 
En nuestro estudio, el diseño de experimento de Box-Behnken (BBD) se emplea para obtener los 
parámetros más significativos del sistema de extracción empleado, así como las condiciones óptimas 
de extracción para cada sistema de extracción estudiado. 
 
Para este diseño se han definido en cada metodología de extracción 6 variables independientes, y dos 
variables dependientes o respuestas del método (antocianinas totales y compuestos fenólicos totales). 
Para cada una de estas variables dependientes se ha llevado a cabo un diseño de experimentos 
independiente obteniendo en cada caso las condiciones óptimas de extracción. Los 54 ensayos 
realizados con cada metodología de extracción han sido empleados para la elaboración del diseño de 
Box-Behnken tanto para antocianinas totales como para compuestos fenólicos totales. 
 
La representación gráfica (Figura 9)  de un diseño de experimentos de tipo Box-Behnken consiste en 
un cubo dónde el punto central se encuentra en el interior del mismo mientras que los puntos medios 
se encuentran en los bordes. Este diseño es el empleado para la optimización de las condiciones de 
extracción de antocianinas y compuestos fenólicos totales en los dos tipos de técnicas de extracción 
llevadas a cabo. 
 
 



































6.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
6.1 EXTRACCIÓN ASISTIDA POR ULTRASONIDOS (UAE) 
 
6.1.1 Optimización mediante diseño de experimentos Box-Behnken. 
 
Para hallar los parámetros óptimos de extracción de antocianinas totales y de compuestos fenólicos 
totales mediante el empleo de la UAE se ha empleado un diseño de experimentos de tipo Box-
Behnken. En dicho diseño de experimentos se han estudiado 6 variables de extracción (variables 
independientes), las cuales han sido: Porcentaje de metanol en el disolvente de extracción, pH del 
disolvente, temperatura de extracción, relación masa de muestra : volumen de disolvente, amplitud de 
ultrasonidos (en % con respecto a la potencia máxima de la sonda (200W)) y ciclo de extracción 
(expresado en segundos, indicando el tiempo que se aplica los ultrasonidos por segundo). 
 
Como variables dependientes se han empleado las respuestas obtenidas, por un lado la cantidad de 
antocianinas totales extraídas, como suma de la concentración de cianidina-3-O-glucósido y 
delfinidina-3-O-glucósido (diseño de experimentos 1) y por otro lado la cantidad de compuestos 
fenólicos totales extraídos (diseño de experimentos 2). La tabla del diseño de experimentos empleados 
se recoge en el Anexo II. 
 
Los rangos de las variables empleadas se recogen en la Tabla 4. La cantidad de muestra tomada para 
las extracciones fue aproximadamente de 1.5 gramos empleando un tiempo de extracción de 10 
minutos. Para este diseño se emplearon 54 ensayos según se recoge en el Anexo II. Cada ensayo fue 
llevado a cabo por duplicado. 
 
PARÁMETRO RANGOS 
% MeOH 25 – 50 – 75 
Temperatura ºC 10 – 40 – 70 
Amplitud % 30 – 50 – 70 
Ciclo 2 – 4.5 – 7 
pH 3 – 5 – 7 
Volumen (mL) 10 – 15 – 20 
 
Tabla 4. Variables de extracción y rangos considerados para la extracción UAE. 
 
 




6.1.2. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos totales 
 
Para la determinación de las condiciones óptimas de extracción de los compuestos fenólicos totales se 
analizaron los 54 extractos por duplicado obtenidos tras realizar todas las extracciones. Los 108 
extractos fueron analizados mediante el procedimiento de Folin-Ciocalteu para determinar su 
concentración en compuestos fenólicos totales.  
 
Los valores medios obtenidos de compuestos fenólicos totales se introdujeron en un diseño de 
experimentos de Box-Behnken de 6 variables mediante el programa Statgraphic (versión Centurion 
XVII), utilizando, como se ha dicho previamente, como respuesta o variable dependiente la 
concentración de compuestos fenólicos totales. Resultado del tratamiento estadístico de los datos, el 
programa aporta las variables que más influyen en la extracción de compuestos fenólicos totales 
(Figura 10), así como las condiciones óptimas de extracción en las condiciones que se han estudiado 
(Tabla 5). 
 
Los resultados de dicho tratamiento estadístico vienen recogidos en el diagrama de Pareto, (Figura 10). 
 
Figura 10. Diagrama de Pareto obtenido para la respuesta “compuestos fenólicos totales”. 
 
A la vista de la Figura 10, se observa que el parámetro que más influye a la hora de extraer los 
compuestos fenólicos totales en la jaboticaba es el porcentaje de MeOH empleado en el disolvente de 
extracción. A la vista de este diagrama, se observa que el resto de variables parece que no influyen  
significativamente a la hora de extraer estos compuestos mediante esta técnica. Las condiciones 
óptimas obtenidas a partir del diseño se recogen en la Tabla 5. 
 
 
Diagrama de Pareto Estandarizada para TOTAL



































PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% MeOH 72.10 
Temperatura (ºC) 26 
Amplitud (%) 68.54 
Ciclo (s) 0.5 
pH 7 
Volumen (mL) 20 
 
Tabla 5. Valores óptimos de extracción de compuestos fenólicos mediante UAE. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se observa que para extraer los compuestos fenólicos totales en 
la jaboticaba se requiere un porcentaje de 72.10% de metanol en el disolvente de extracción. El resto 
de variables no son tan influyentes, aunque presenten un valor óptimo para cada una de ellas. Dicha 
afirmación se visualiza en la Figura 11 donde se muestra el efecto de todas las variables empleadas 
sobre la extracción mediante UAE. 
 
 
Figura 11. Gráfico de efectos principales de las variables consideradas en la UAE. 
 
6.1.2.1. Tiempo de extracción 
 
Una vez obtenidas las condiciones óptimas de extracción, se realizó un estudio para determinar el 
tiempo óptimo de extracción trabajando en las condiciones óptimas obtenidas. Para ello se realizaron 
extracciones por duplicado en las condiciones óptimas, pero en distintos tiempos de extracción: 2, 5, 
10, 15, 20, 25 y 30 minutos. 
 





















Los extractos obtenidos a diferentes tiempos se analizaron nuevamente mediante el procedimiento de 
Folin-Ciocalteu. Los resultados obtenidos se exponen en la Figura 12 donde se representan los 





Figura 12. Compuestos fenólicos totales extraídos en función del tiempo de extracción. 
 
A partir de los resultados obtenidos se observa que hay un incremento en la cantidad de compuestos 
fenólicos totales hasta el minuto 10 de extracción. A partir de este tiempo se observa una pequeña 
disminución en la cantidad total de compuestos fenólicos extraídos, aunque dicha disminución no es 
estadísticamente significativa. Por tanto, se obtiene que 10 minutos de extracción es la tiempo óptimo 
de extracción de compuestos fenólicos totales en la jaboticaba.  
 
6.1.2.2. Repetitividad y reproducibilidad del método 
 
Una vez obtenidas totas las condiciones óptimas de extracción, se realizó un estudio de la repetitividad 
y reproducibilidad del método desarrollado para los compuestos fenólicos totales en jaboticaba. Para 
ellos se realizaron distintas extracciones en las condiciones óptimas. Para la repetitividad se realizaron 
12 extracciones en un mismo día y para el estudio de reproducibilidad se hicieron 9 extracciones 
adicionales cada día en otros dos días diferentes (30 extracciones en total). Los resultados se recogen 










































PARÁMETRO REPETITIVIDAD REPRODUCIBILIDAD 
Media (mg fenólicos Tot. / 
g Jaboticaba) 
3.61 3.52 
Desviación estándar 0.11 0.12 
Desviación estándar relativa (%) 3.17 3.60 
 
Tabla 6. Parámetros estadísticos del estudio de repetitividad y reproducibilidad. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se observa que el método desarrollado presenta una 
repetitividad y reproducibilidad óptimas (DER < 5%).  
 
6.1.3. Condiciones óptimas de extracción para antocianinas 
 
Para determinar las condiciones óptimas de extracción para antocianinas totales, tal como ocurría con 
los compuestos fenólicos totales, se emplearon las 54 extracciones por duplicado utilizadas para el 
diseño de experimentos anterior. En este caso como variable dependiente se empleó la cantidad de 
antocianinas totales presentes en los extractos. Los 108 extractos obtenidos se analizaron mediante 
cromatografía líquida de ultra eficacia (UHPLC) dando como resultados la cuantificación de las 2 
antocianinas presentes mayoritariamente en la jaboticaba. Con los valores de concentración obtenidos 
para cada una de ellas, se hizo un sumatorio de ambos obteniendo de esta manera la concentración 
total de antocianinas. Estos valores totales fueron los empleados en el tratamiento estadístico de Box-
Behnken mediante el programa Statgraphic (versión Centurion XVII), de forma similar a los 
compuestos fenólicos totales. De esta forma se obtuvieron las condiciones óptimas de extracción y se 
hallaron los parámetros de extracción más influyentes a la hora de extraer las antocianinas totales en 
las jaboticabas (Figura 13).  
 
Figura 13. Diagrama de Pareto para antocianinas totales mediante UAE. 
Diagrama de Pareto Estandarizada para TOTAL




































A la vista de la figura 13, se observa que los parámetros que más influyen a la hora de extraer las 
antocianinas totales en la jaboticaba son el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción 
(efecto cuadrático), así como el efecto cuadrático de la temperatura, del ciclo y el lineal de la 
temperatura. El resto de variables no representan un efecto significativo en la extracción. Se observa 
por tanto que de nuevo es el porcentaje de metanol el parámetro más influyente a la hora de extraer las 
antocianinas totales, teniendo además para este tipo de compuestos una relevancia significativa la 
temperatura de extracción y el ciclo de extracción.  
 
Este efecto se observa aún más claramente en la Figura 14, donde se representa el gráfico de efectos 
principales para el diseño realizado. En esta figura se observa claramente la influencia de estas tres 
variables a la hora de extraer las antocianinas totales.  
 
 
Figura 14. Gráfico de efectos principales de las variables empleadas en la extracción de 
antocianinas. 
 
Los valores óptimos de extracción obtenidos tras el diseño de experimentos se exponen en la Tabla 7. 
Se observa que el valor óptimo de porcentaje metanol en el disolvente de extracción está en torno al 
50%, valor característico para la extracción de antocianinas empleando la extracción mediante fluidos 
presurizados. Como temperatura óptima de extracción se ha obtenido 39.81 ºC, temperatura 
intermedia, que evita la degradación de las antocianinas a temperaturas mayores (compuestos bastante 




























PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% MeOH 51.36 
Temperatura (ºC) 39.81 
Amplitud (%) 34 
Ciclo (s) 0.47 
pH 7 
Volumen (mL) 20 
 
Tabla 7. Condiciones óptimas de extracción para las antocianinas totales mediante UAE. 
 
6.1.3.1 Tiempo de extracción 
 
Tras la obtención de las condiciones óptimas de extracción se procedió a determinar el tiempo óptimo 
de extracción de antocianinas totales en dichas condiciones. Para ellos se realizaron distintas 
extracciones por duplicado en tiempos de extracción diferentes: 2, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. La 




Figura 15. Antocianinas totales extraídas en función del tiempo de extracción mediante UAE. 
 
De igual manera que ocurría en la extracción de compuestos fenólicos totales, se observa que la 
extracción máxima de antocianinas se produce a un tiempo de 10 minutos. A partir de este momento 
se observa una cierta disminución en la cantidad total de antocianinas, debido seguramente a la 
degradación de estos compuestos. Por tanto, se obtiene de nuevo, que el tiempo óptimo de extracción 





































6.1.3.2.  Repetitividad y reproducibilidad del método 
 
Se ha realizado un estudio de repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado para las 
antocianinas totales presentes en la jaboticaba. La forma de ejecución ha sido tal cual se realizó para  
los compuestos fenólicos totales. Se realizaron distintas extracciones en las condiciones óptimas, 12 
extracciones consecutivas en un mismo día para la repetitividad y para el estudio de la 
reproducibilidad se hicieron 9 extracciones por día en otros dos días distintos (30 extracciones en 
total). Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 8. 
 
PARÁMETRO REPETITIVIDAD REPRODUCIBILIDAD 
Media (mg ant / 
g Jaboticaba) 
0.751 0.784 
Desviación estándar 0.032 0.037 
Desviación estándar relativa (%) 4.31 4.68 
 
Tabla 8. Parámetros estadísticos del estudio de repetitividad y reproducibilidad. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se observa que el método desarrollado presenta una 
repetitividad y reproducibilidad óptimas (DER < 5%).  
 
6.2. EXTRACCIÓN MEDIANTE FLUIDOS PRESURIZADOS (PLE) 
 
6.2.1. Optimización mediante diseños de experimentos 
 
Para hallar los parámetros óptimos de extracción de antocianinas totales y de compuestos fenólicos 
totales mediante el empleo de la extracción mediante fluidos presurizados, se ha empleado 
nuevamente un diseño de experimentos de tipo Box-Behnken. En dicho diseño de experimentos se han 
estudiado de nuevo 6 variables de extracción (variables independientes), las cuales han sido: 
Porcentaje de metanol en el disolvente de extracción, pH del disolvente, temperatura de extracción, 
presión de extracción, volumen de lavado (en % con respecto al volumen total de la cámara (11 mL), 
que lavará la cámara tras realizar la extracción) y tiempo de purga (tiempo en el que está pasando una 
corriente de N2 tras el lavado de la cámara para arrastrar y recoger el disolvente que haya quedado en 
la cámara de extracción). 
 




De igual manera a como se realizó con UAE, como variables dependientes se han empleado las 
respuestas obtenidas, por un lado, la cantidad de antocianinas totales extraídas, como suma de la 
concentración de cianidina-3-O-glucósido y delfinidina-3-O-glucósido (diseño de experimentos 1) y 
por otro lado la cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos (diseño de experimentos 2). La 
tabla del diseño de experimentos empleados se recoge en el Anexo II. 
 
Los rangos de las variables empleadas se recogen en la Tabla 9. La cantidad de muestra tomada para 
las extracciones fue nuevamente de 1.5 gramos empleando un tiempo de extracción de 10 minutos. 
Para este diseño se emplearon 54 ensayos según se recoge en el Anexo II. Cada ensayo fue llevado a 
cabo por duplicado. 
 
PARÁMETRO RANGOS 
% MeOH 25 – 50 – 75 
Temperatura (ºC) 50 – 75 – 100 
Presión (atm) 100  – 150 – 200 
Tiempo de purga (s) 30 – 60 – 90 
pH 3 – 5 – 7 
% Volumen de lavado 50 – 75 – 100 
 
Tabla 9. Rangos de las variables empleadas en el diseño de experimentos mediante PLE. 
 
6.2.2. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos totales 
 
Para la determinación de las condiciones óptimas de extracción de compuestos fenólicos totales 
mediante fluidos presurizados se realizó el diseño de experimento tal como se ha comentado en el 
punto 6.2.1. Para ello se realizaron 54 extracciones del diseño, por duplicado, modificando las 
variables en los parámetros indicados en la Tabla 9. Los extractos obtenidos se analizaron mediante el 
procedimiento de Folin-Ciocalteu para obtener la concentración total de compuestos fenólicos en cada 
extracto. Los valores obtenidos (media de cada una de las 54 extracciones) se introdujeron en un 
diseño estadístico de tipo Box- Behnken mediante el programa Statgraphic (versión Centurion XVII) 
con el propósito de obtener las condiciones óptimas de extracción y los parámetros más influyentes en 
ella. Los resultados se recogen en el diagrama de Pareto para dicho diseño (Figura 16) y el gráfico de 
efectos principales (Figura 17). 
 





Figura 16. Diagrama de Pareto para la concentración de compuestos fenólicos totales. 
 
Del diagrama de Pareto se puede concluir que los factores que más influyen a la hora de extraer los 
compuestos fenólicos totales en la jaboticaba al emplear la extracción mediante fluidos presurizados 
son el pH del disolvente de extracción, así como el porcentaje de metanol en el disolvente de 
extracción (efecto cuadrático). Otros parámetros que tienen una influencia estadísticamente 
significativa a la hora de extraer estos compuestos son el volumen de lavado de la cámara, el efecto de 
la presión y el lavado, así como la temperatura de extracción.  
 
Una visualización más gráfica de lo comentado anteriormente se muestra en el gráfico de efectos 
principales (Figura 17). 
 
 
Figura 17. Gráfico de efectos principales de las variables en la respuesta “compuestos fenólicos 
totales”. 
 
Diagrama de Pareto Estandarizada para TOTAL






















































En dicho gráfico se verifica lo comentado anteriormente, siendo la variable más influyente el pH, 
junto con el porcentaje de metanol. Las condiciones óptimas para las extracciones tras el diseño de 
experimentos se recogen en la Tabla 10. 
 
PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% MeOH 48.25 
Temperatura (ºC) 99 
Presión (atm) 199 
Tiempo de purga (s) 30 
pH 7 
% Volumen de lavado 100 
 
Tabla 10. Condiciones óptimas de extracción para compuestos fenólicos totales. 
 
 
6.2.2.1 Tiempo de extracción 
 
Nuevamente, tras obtener las condiciones óptimas de extracción, se procedió a determinar el tiempo 
óptimo de extracción bajo estas condiciones. Para ello se realizaron por duplicado diversas 
extracciones a distintos tiempos de extracción: 2, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Los extractos fueron 
analizados mediante el método de Folin-Ciocalteu. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
18 donde se representan los miligramos de compuestos fenólicos totales obtenidos por gramo de 








































Tras la representación gráfica, se observa que la máxima cantidad de compuestos fenólicos totales 
extraídos se produce a un tiempo de 10 minutos. Tiempos inferiores no son suficientes para realizar 
una extracción cuantitativa, mientras que a tiempos mayores se observa una disminución 
estadísticamente significativa de la cantidad de compuestos fenólicos extraídos, seguramente por 
degradación de los mismos.  
 
6.2.2.2. Repetitividad y reproducibilidad del método 
 
Una vez obtenidos los parámetros óptimos de extracción se ha realizado un estudio de repetitividad y 
reproducibilidad del método desarrollado para compuestos fenólicos totales presentes en la jaboticaba. 
La forma de ejecución ha sido tal cual se realizó para la extracción asistida por ultrasonidos. Se 
realizaron distintas extracciones en las condiciones óptimas, 12 extracciones consecutivas en un 
mismo día para la repetitividad, y para el estudio de la reproducibilidad se hicieron 9 extracciones por 
día, en otros dos días distintos (30 extracciones en total). Los resultados obtenidos se recogen en la 
Tabla 11. 
 
PARÁMETRO REPETITIVIDAD REPRODUCIBILIDAD 
Media (mg Fenólicos Tot. / 
g Jaboticaba) 
3.84 3.80 
Desviación estándar 0.14 0.15 
Desviación estándar relativa (%) 3.69 3.90 
 
Tabla 11. Parámetros estadísticos del estudio de repetitividad y reproducibilidad. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se observa que el método desarrollado presenta una 
repetitividad y reproducibilidad óptimas (DER < 5%).  
 
6.2.3 Condiciones óptimas de extracción para antocianinas totales 
 
Como se realizó con UAE, se han empleado los mismos 54 ensayos realizados inicialmente para la 
determinación de las condiciones óptimas de extracción de antocianinas mediante PLE. Los 108 
extractos fueron analizados mediante UHPLC-UV-Vis para obtener la cantidad de antocianinas 
extraídas en la jaboticaba (suma de cianidina-3-O-glucósido y delfinidina-3-O-glucósido). A estos 
valores totales se le aplicaron el tratamiento estadístico de Box-Behnken mediante el programa 




Statgraphic (versión Centurion XVII), de forma similar a los compuestos fenólicos, obteniéndose las 
condiciones óptimas de extracción junto con los parámetros de extracción más influyentes. 
 
Se observa en el diagrama de Pareto (Figura 19) obtenido mediante este diseño de experimento, que a 
la hora de extraer las antocianinas totales mediante PLE, los factores que más influyen en la extracción 
son el pH del disolvente de extracción (efecto lineal y cuadrático) y el porcentaje de metanol en el 
disolvente de extracción. Estos parámetros son prácticamente los mismos que se obtenían para 
compuestos fenólicos totales. 
 
Figura 19. Diagrama de Pareto para la respuesta antocianinas totales. 
 
Para una visualización más gráfica de lo comentado anteriormente se muestra a continuación el gráfico 
de efectos principales totales (Figura 20) para este diseño de experimentos. Se observa de nuevo como 
las variables pH y porcentaje de metanol son los factores más influyentes. 
 
 
Figura 20. Gráfico de efectos principales para la respuesta antocianinas totales. 
 
Diagrama de Pareto Estandarizada para TOTAL




















































Entre los diagramas de efectos principales para la respuesta antocianinas totales y de compuestos 
fenólicos totales se observa una cierta similitud apreciándose una diferencia mínima en las 
condiciones de extracción en ambos casos. Dicha semejanza se verifica en los valores de las 
condiciones de extracción óptimas (Tabla 12), donde se observan valores bastante semejantes. 
 
PARÁMETRO VALOR ÓPTIMO 
% MeOH 49 
Temperatura ºC 100 
Presión (atm) 50 
Tiempo de purga (s) 30 
pH 6.67 
% volumen de lavado 100 
 
Tabla 12. Condiciones óptimas de extracción para las antocianinas totales mediante PLE. 
 
A la vista de la tabla, se observa que como variables más representativas, debe de emplearse en torno a 
un 49% de metanol en agua, a un pH próximo a 6.67, para extraer la mayor proporción de antocianinas 
totales.  
 
6.2.3.1 Tiempo de extracción 
 
Nuevamente, tras obtener las condiciones óptimas de extracción, se procedió a determinar el tiempo 
óptimo de extracción bajo estas condiciones. Para ello se realizaron por duplicado diversas 
extracciones a distintos tiempos de extracción: 2, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Los extractos 
obtenidos fueron analizados mediante UHPLC-UV-Vis para obtener su composición en antocianinas 
totales. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21 donde se representa los miligramos de 
antocianinas obtenidas por gramo de jaboticaba en función del tiempo de extracción. 
 






Figura 21. Antocianinas extraídas en función del tiempo de extracción mediante PLE. 
 
De igual manera a como ocurría en la extracción de compuestos fenólicos totales, se observa que la 
extracción máxima de antocianinas se produce a un tiempo de 10 minutos. A partir de este momento 
se observa una cierta disminución en la cantidad total de antocianinas, debido seguramente a la 
degradación de estos compuestos. Por tanto, se obtiene de nuevo, que el tiempo óptimo de extracción 
de estos compuestos es de 10 minutos. 
 
6.2.2.2. Repetitividad y reproducibilidad del método 
 
Tras la obtención de los parámetros óptimos de extracción se ha realizado un estudio de la 
repetitividad y reproducibilidad del método desarrollado para antocianinas totales presentes en la 
jaboticaba. La forma de ejecución ha sido tal cual se realizó para compuestos fenólicos totales. Se 
realizaron distintas extracciones en las condiciones óptimas, 12 extracciones consecutivas en un 
mismo día para la repetitividad y para el estudio de la reproducibilidad se hicieron 9 extracciones por 
día en otros dos días distintos (30 extracciones en total). Los resultados obtenidos se recogen en la 
Tabla 13. 
 
PARÁMETRO REPETITIVIDAD REPRODUCIBILIDAD 
Media (mg ant / 
g Jaboticaba) 
0.844 0.842 
Desviación estándar 0.027 0.029 
Desviación estándar relativa (%) 3.24 3.51 
 


































A la vista de los resultados obtenidos, se observa que el método desarrollado presenta una 
repetitividad y reproducibilidad óptimas (DER < 5%).  
 
 
6.3. APLICACIÓN DE LOS MÉTODOS DESARROLLADOS A MUESTRAS REALES 
 
Una vez desarrollados los distintos métodos de extracción de antocianinas totales y de compuestos 
fenólicos totales con las dos técnicas de extracción estudiadas, se han aplicado a muestras reales para 
evaluar la utilizad y aplicabilidad de los métodos desarrollados. 
 
Para este estudio se han empleado dos matrices, elaboradas a partir de la jaboticaba (una pulpa de 
jaboticaba y una mermelada). Las dos muestras han sido conservadas en el congelador a - 20 ºC. Las 
muestras fueron sometidas a las cuatro técnicas de extracción desarrollados durante este proyecto en 
las condiciones óptimas tanto para antocianinas como para compuestos fenólicos totales. 
 
6.3.1. Extracción de compuestos fenólicos totales 
 
Como se ha comentado anteriormente, se ha empleado la técnica de extracción asistida por 
ultrasonidos y la técnica de extracción mediante fluidos presurizados desarrolladas y optimizadas para 
la extracción de compuestos fenólicos totales para extraer estos compuestos en las dos matrices 







































Como se observa en la Figura 22, se obtiene que no hay diferencias significativas entre las dos 
técnicas de extracción desarrolladas a la hora de extraer los compuestos fenólicos totales de la 
jaboticaba (ver barras de error). A pesar de ello, visualmente se observa que se extrae mayor cantidad 
de compuestos fenólicos empleando la extracción mediante fluidos presurizados (para las dos 
matrices). Esto puede ser debido a la diferencia que presentan ambas técnicas en cuanto a la extracción 
y recolección del extracto. La extracción mediante fluidos presurizados es una técnica que por lo 
general presenta mejores resultados que la extracción asistida por ultrasonidos. Esto es debido a 
diversos factores, como es que emplea en la extracción temperaturas y presiones mayores a la que se 
emplean en ultrasonidos.  
 
Otra causa se debe a la atmósfera que se encuentra en contacto durante la extracción. Mientras que en 
UAE la muestra se encuentra en contacto directo con el aire (atmósfera con oxígeno, propiedades 
oxidantes), en PLE, toda la extracción se realiza en ausencia de oxígeno, estando siempre bajo 
atmósfera inerte de N2, evitando posibles oxidaciones de la muestra. 
 
Por último cabe también señalar la mayor eficacia en el proceso de lavado de la muestra extraída, así 
como su secado. De esta forma la PLE es una técnica mucho más eficiente en el lavado de la muestra 
una vez extraída, además de que una vez que la muestra ha sido lavada con disolvente puro, pasa 
durante un tiempo determinado una corriente de N2 que seca prácticamente la muestra. Por el 
contrario, en UAE, este proceso es manual, y la muestra siempre queda algo húmeda, por lo que el 
proceso de lavado nunca será tan eficiente. 
 
Se observa además, como era de esperar, que la pulpa de jaboticaba posee una cantidad bastante 
superior de compuestos fenólicos totales que la mermelada, debido a la mayor concentración de 
jaboticaba que presenta la pulpa (100%) con respecto a la mermelada (≈ 40%). 
 
6.3.2. Extracción de antocianinas totales 
 
De igual manera a como se ha realizado con los compuestos fenólicos totales, se han aplicado las dos 
técnicas de extracción desarrolladas para antocianinas totales a las dos matrices de jaboticaba. Los 
resultados obtenidos se recogen en la Figura 23. 
 






Figura 23. Antocianinas totales extraídas en las distintas muestras de jaboticaba. 
 
Como se observa en la Figura 23, aunque no haya diferencias estadísticamente significativas a la hora 
de extraer las antocianinas totales en ambas muestras con los dos métodos de extracción desarrollados, 
visualmente se puede observar como la extracción mediante fluidos presurizados, al igual que ocurría 
con los compuestos fenólicos totales, extrae una mayor cantidad de antocianinas que la extracción 
asistida por microondas. Como se comentó anteriormente, esto puede ser debido a la mayor eficacia 
que puede presentar la técnica de extracción mediante fluidos presurizados (mayores presiones, 
temperaturas, empleo de atmósfera de N2 y mayor eficacia en el lavado y secado de la muestra una vez 
extraída). 
 
De igual manera, se observa que la pulpa de jaboticaba presenta una cantidad muy superior de 
antocianinas que la mermelada. Esto es debido a la mayor proporción de jaboticaba en la pulpa 
(100%), respecto a la mermelada (≈ 40%), aparte de la degradación de antocianinas que se produce en 
la elaboración de la mermelada (tratamiento, pasteurización, etc.) y durante su almacenamiento hasta 
su consumo.  Esta degradación es mucho más acusada en compuestos como antocianinas que en 
compuestos fenólicos en general, ya que las antocianinas aunque son también compuestos fenólicos 










































 Se han desarrollado y optimizado cuatro métodos de extracción, mediante la extracción 
asistida por ultrasonidos (UAE) y la extracción mediante fluidos presurizados (PLE), tanto 
para compuestos fenólicos totales como para antocianinas totales. 
 
 En la determinación de las condiciones óptimas de extracción para la técnica de extracción 
asistida por ultrasonidos, se ha obtenido que tanto para compuestos fenólicos totales como 
para antocianinas totales, el parámetro más influyente en la extracción ha sido el porcentaje de 
metanol en el disolvente de extracción. En ambos métodos, el tiempo óptimo de extracción ha 
sido de 10 minutos. 
 
 En la determinación de las condiciones óptimas de extracción para la técnica de extracción 
mediante fluidos presurizados, se ha obtenido que tanto para compuestos fenólicos totales 
como para antocianinas totales, los parámetros más influyen en la extracción han sido el pH 
del disolvente, así como el porcentaje de metanol en el disolvente de extracción. En ambos 
métodos, el tiempo óptimo de extracción ha sido también de 10 minutos. 
 
 Los cuatro métodos desarrollados han presentado una alta repetitividad y reproducibilidad 
tanto para compuestos fenólicos totales como para antocianinas totales (DER < 0.5%). 
 
 Se ha demostrado la aplicabilidad de dichos métodos en matrices de alimentos que están 
compuestos  por jaboticaba (pulpa y una mermelada de jaboticaba). 
 
 Tras la aplicación a muestras reales que contienen en su composición jaboticaba, se determinó 
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ANEXO II. Diseño de experimentos de Box-Behnken para seis variables. 
 
BLOQUE  MeOH  Temperature Amplitude  Cycle  pH  Ratio 
1  0 0 ‐1 0 ‐1  ‐1 
1  0 0 1 0 ‐1  ‐1 
1  0 0 ‐1 0 1  ‐1 
1  0 0 1 0 1  ‐1 
1  0 0 ‐1 0 ‐1  1 
1  0 0 1 0 ‐1  1 
1  0 0 ‐1 0 1  1 
1  0 0 1 0 1  1 
1  0 ‐1 0 ‐1 ‐1  0 
1  0 1 0 ‐1 ‐1  0 
1  0 ‐1 0 1 ‐1  0 
1  0 1 0 1 ‐1  0 
1  0 ‐1 0 ‐1 1  0 
1  0 1 0 ‐1 1  0 
1  0 ‐1 0 1 1  0 
1  0 1 0 1 1  0 
1  ‐1 0 ‐1 ‐1 0  0 
1  1 0 ‐1 ‐1 0  0 
1  ‐1 0 1 ‐1 0  0 
1  1 0 1 ‐1 0  0 
1  ‐1 0 ‐1 1 0  0 
1  1 0 ‐1 1 0  0 
1  ‐1 0 1 1 0  0 
1  1 0 1 1 0  0 
1  0 ‐1 ‐1 0 0  ‐1 
1  0 1 ‐1 0 0  ‐1 
1  0 ‐1 1 0 0  ‐1 
1  0 1 1 0 0  ‐1 
1  0 ‐1 ‐1 0 0  1 
1  0 1 ‐1 0 0  1 
1  0 ‐1 1 0 0  1 
1  0 1 1 0 0  1 
1  ‐1 ‐1 0 0 ‐1  0 
1  1 ‐1 0 0 ‐1  0 
1  ‐1 1 0 0 ‐1  0 
1  1 1 0 0 ‐1  0 
1  ‐1 ‐1 0 0 1  0 
1  1 ‐1 0 0 1  0 
1  ‐1 1 0 0 1  0 
1  1 1 0 0 1  0 




1  ‐1 0 0 ‐1 0  ‐1 
1  1 0 0 ‐1 0  ‐1 
1  ‐1 0 0 1 0  ‐1 
1  1 0 0 1 0  ‐1 
1  ‐1 0 0 ‐1 0  1 
1  1 0 0 ‐1 0  1 
1  ‐1 0 0 1 0  1 
1  1 0 0 1 0  1 
1  0 0 0 0 0  0 
1  0 0 0 0 0  0 
1  0 0 0 0 0  0 
1  0 0 0 0 0  0 
1  0 0 0 0 0  0 
1  0 0 0 0 0  0 
 
 
